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論文内容要旨
 多細胞生物の発生過程において,細胞の``増殖"と細胞の“分化"の2側面は非常に重要な役割を担っ
 ている。多細胞体の形成に際して,これらがどのように関連し合い調節されているかは細胞分化やパター
 ン形成のしくみを理解する上で重要な問題であるが,いまだ不明な点が多い。発生研究のモデル生物とし
 て注目されている細胞性粘菌D∫o妙osむ2Z脇m4εsooldθμ耽Ax-2細胞では,細胞周期と飢餓(栄養源の枯
 渇)により進行する発生プロセス(形態形成期)との強い相関を示すデータがここ最近とみに蓄積されっ
 っある。そこで本研究では,この粘菌細胞を用いて,細胞の増殖サイクルである細胞周期と,細胞分化・
 細胞選別・パターン形成といった形態形成期の諸過程との関係をさらに明らかにするために,細胞の安定
 なマーカーや分化マーカーを導入した形質転換細胞,および精度の高い細胞周期同調系を用いて解析を行っ
 た。同調培養系としては,Maeda(1986)により開発された温度シフト法に'若干の改変を加えたものを
 用いた。すなわち,22℃で振とう培養されている対数増殖期の細胞(1-1.5x106celis/m1)を低温(9.4も
 しくは9.7。C)で約15時間振とうした後,再び22℃に戻すことにより,細胞は同調的な増殖を行う。Ax-2
 細胞において,飢餓による増殖期から形態形成期への移行は細胞周期のG2期上の特異点(PS点)から
 の離脱によって起こり,この点はT7(22℃に戻してから7時間目を示し,以後,'T'の直後の数字は低温
 から22℃に戻してからの時間(亘r)をあらわす)の直後に位置している(M&edaε孟αZ.,1989)。
 1)細胞周期に依存した細胞選別
 細胞に安定なマーカーを導入した形質転換細胞を作製し,その細胞を温度シフト法により同調化し,増
 殖期から形態形成期への移行点(PS点)直前の細胞としてT7細胞を,PS点直後の細胞としてT1細胞
 を回収し,非同調の非形質転換細胞Ax-2細胞と混ぜて飢餓処理を行い。形態形成期における同調化丁1
 細胞もしくはT7細胞の挙動を詳細に追跡した。その結果,飢餓処理時点での細胞周期上の位相が,その
 後の形態形成過程においてきわめて重要な役割を果たしていることが明らかとなった(図)。すなわち,
 いち早く形態形成を開始するT7細胞は,細胞集合の際,集合中心としてはたらき,その後,集合塊(マ
 ウンド)において細胞集団内でいったんランダムに分布するが,乳頭突起(tip)形成にともなって集合
 塊の下部に選別され,最終的には移動体後部の予定胞子細胞域に選別された。一方,PS点直後に飢餓処
 理されたT1細胞は遅れて発生を開始するが,集合塊においては,T7細胞と同様,ランダムに分布した。
 しかし,その後のtip形成に伴ってT1細胞はその七ip部分に選別され,移動体においては前部の予定柄
 細胞域に位置した。このように,集合塊においてはT1細胞とT7細胞がともに一一時的にランダムな位置
 に存在し,その集合塊の前後においてT1細胞とT7細胞の細胞集団内での相対的位置が逆転しており,
 形態形成過程において増殖期の細胞周期に依存した細胞の選別がおこっていることが示された。
 2)細胞周期に依存した細胞分化
 上述の細胞周期に依存した細胞選別は,この生物の細胞分化のメカニズムを考える上でも非常に示唆的
 である。細胞型特異的な遺伝子のプロモーターの下流にβ一ガラクトシダーゼ遺伝子を融合したレポーター
 遺伝子を用いた最近の解析から,予定柄細胞のサブタイプの1っPstA細胞は初期集合塊においてその外
 周辺部において位置に依存して分化し,集合塊においては一時的にランダムに存在するが,七ip形成に伴っ
 て移動体前部の予定柄細胞域に選別されることが示されている(Williams窃αZ.,1989;EarlyεオαZ.,
 1995)。この挙動は,本研究で明らかになった同調化丁1細胞の挙動ときわめてよく似ており,この両者の
 関係に大変興味がもたれた。また,同様の解析から,もう1っの分化型である予定胞子細胞は,集合塊に
 おける位置に依存して分化するとされている。
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 図0.4Zscoε4εω肌の形態形成過程におけるT1細胞およびT7細胞の挙動(模式図)
 それぞれの同調化した細胞は,図中において黒い点として示す。集合の開始にあたって,T7細胞は集合
 中心細胞(centercells)として機能する。いったん均一な分布を示す集合塊(mound)の前後(aggregation
 s七reamからtippedaggregate)において,T1細胞とT7細胞との間で集団内において相対的な位置関係の
 逆転がみられる。tippedaggregateの時期に確立されたT1細胞/T7細胞のパターンは,移動体(migra七ing
 slug)において維持される。
 そこで,細胞に安定なマーカーとしてβ一グルクロニダーゼ遺伝子(Ac七in15promoter-nuc七ag-GUS)
 と細胞分化のレポーター遺伝子としてβ一ガラクトシダーゼ遺伝子(cell一七ypespecificpromoter-ga1)
 を同時に導入した2重形質転換細胞(ダブル・トランスフォーマント)と,温度シフト法による同調培養
 系を用いて,増殖期の細胞周期と形態形成期における予定柄細胞/予定胞子細胞への分化との関係を解析
 した。その結果,形態形成初期のマウンドにおいて,PS点直前に飢餓処理されたT7細胞およびPS点
 直後に飢餓処理されたT1細胞は,それぞれマウンドにおいてランダムに存在していたが,T7細胞は予
 定胞子細胞に特異的な遺伝子D19およびDp87を発現しており予定胞子細胞に,一方のT1細胞は予定柄
 細胞PstA細胞に分化することが明確に示された。また,その後形成される移動体においても,この分化
 傾向は維持されていた。このように形態形成初期のマウンドにおいて増殖期の細胞周期に依存した細胞分
 化が認められた。今のところ,初期集合塊におけるT1細胞とPstA細胞分化との対応関係は明らかになっ
 ておらず,今後さらに検討が必要である。そして,予定胞子細胞分化に関して得られた結果は,これまで
 のようにマウンドでの位置情報のみにより予定胞子細胞への分化が規定されるとは考えにくいことを示し
 ている。むしろ,マウンドより早い時期(集合期もしくは初期集合塊)での細胞周期に関連した何らかの
 違い,おそらく予定柄細胞分化と同様に,集合期から初期集合塊における細胞集団内での位置が重要であ
 ることを示すものと考えられる。
 本研究により得られた結果は,細胞分化のメカニズムに関して,増殖期の細胞周期は飢餓処理時点での
 細胞周期上の位相に応じて細胞集団内における位置どりを規定し,それを介して位置に依存した細胞の分
 化決定(positionalcelL七ypede七ermilla七ion)に寄与している可能性が高いことを示している。そして,
 この分化方向の決定は,これまで考えられてきた時期(集合塊)よりも早い発生時期,集合期から初期集
 合塊においておこっていると考えられる。
 3)形態形成過程における細胞周期の進行とその意義
 ZimmermannandWeijer(1993)は,粘菌細胞の形態形成期において,核DNAの合成が2段階にわ
 たっておこっており,その2段階目の合成は予定胞子細胞でのみ認められることを示し,予定胞子細胞分
 化に引き続いて細胞周期(S期)が進行すると考察している。この報告は,細胞周期と細胞分化・パター
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 ン形成との関連を考える上で非常に興味深いものであり,この形態形成期における細胞周期の進行に関し
 てさらに解析を行った。
 細胞数の計測および単核細胞の割合の計測から,非同調の細胞ポピュレーションは飢餓処理後に,2段
 階にわたって細胞数を増加しており,細胞周期(M期,S期)を進行させることがわかった。1段階目は,
 飢餓処理後に増殖期から形態形成期への移行点PS点まで細胞周期を進行させる一部の細胞(TO-T2.5)
 による細胞周期の進行であり,2段階目は,集合塊形成以降におこる細胞周期の進行である。同調化した
 細胞を用いた解析によれば,T7細胞の多く(最終的には予定胞子細胞に分化)が集合塊形成以降に細胞
 周期を進行させるのに対し,T1細胞の多くはその細胞周期を進行させなかった。また,2段階目の細胞
 周期は予定胞子細胞の分化がみられる集合塊の形成に伴って進行しており,この細胞周期の進行は多細胞
 体内において調節されていることが示された。細胞分化において分化比率は多細胞体内で厳密に調節され
 ており,これらの事実から,2段階目の細胞周期の進行は予定胞子細胞の分化と密接に関連していること
 が示された。
 この集合塊形成以降のT7細胞(予定胞子細胞)での細胞分裂(細胞周期の進行)は,この時期の前後
 でみられる細胞集団内でのT1細胞およびT7細胞の相対的位置関係の逆転に関連しているように思われ
 る。この形態形成期における細胞周期の進行はある種の“脱分化"を意味し,それまで獲得してきたいく
 らかの分化形質が減少もしくは消失する可能性が考えられる。このような分化形質が走化性シグナルであ
 るcAMPへの反応性であるとすれば,T7細胞は集合塊の時期にcAMPへの走化的感受性を低下もしく
 は消失させ,同時にT1細胞の走化的感受性が上昇してくるために,走化的能力が逆転し,このことが位
 置逆転の原因である可能性がある。
 次に,集合塊形成以降における細胞周期進行の意義を明らかにするために,薬剤によって人為的にこの
 時期の細胞周期の進行を阻害し,その阻害が細胞分化・パターン形成にどのような影響を及ぼすかを解析
 した。薬剤としては,微小管重合阻害剤であるノコダゾールとセリン・スレオエン・タンパク質フォスファ
 ターゼ阻害剤であるカリタリンAを用いた。これらの薬剤処理により,形態形成期での細胞周期の進行は
 ほぼ完全に阻害され,同時に多細胞体に形態異常が認められた。この際,注目すべきことに,予定胞子細
 胞特異的なDp87遺伝子の発現,および予定胞子細胞特異的なオルガネラであるPSV(prespore㊥ecific
 vacuole)の形成に代表される予定胞子細胞への分化が特異的に抑制されていた。また,形態形成期での
 細胞分裂の阻害率と予定胞子細胞の分化比率との間に負の相関が見られた。したがって,上述のZimmermann
 andWeijerの考察とは逆に,集合塊形成以降の細胞周期の進行は予定胞子細胞への分化に非常に重要な
 役割を果たしていると結論された。なお,細胞周期の進行と集合塊前後での細胞選別との関連に関しては,
 今後の検討課題として残されている。
 以上のように,本研究によって,細胞性粘菌の細胞分化・パターン形成において細胞周期がきわめて重
 要な役割を担っていることが明らかになった。今後,両者の関係に着目してさらに解析を進めることが,
 この生物の発生の諸過程の理解にあたって重要になると思われる。また,本研究によって示された事実は,
 多細胞生物の発生過程での細胞分化・パターン形成において細胞周期の重要性を強く提示するものとして
 重要であり,今後の細胞分化・パターン形成機構に関する研究に新たな視点を与えるものである。
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 論文審査の結果の要旨
多
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 発生研究のモデル生物として注目されている細胞性粘菌においては,増殖期の細胞周期と飢餓刺激に呼
 応して進行する細胞分化やパターン形成との強い相関を示唆するデータが最近とみに蓄積されっっある。
 本論文では,細胞の安定なマーカーや分化マーカーを導入した形質転換細胞,および精度の高い細胞周期
 同調系を用いて,細胞周期に依存した細胞分化・パターン形成の機構を調べ,さらに形態形成期に起こる
 細胞周期の進行とその意義について解析している。
 本論文ではまず,飢餓処理時点での細胞周期上の位相がその後の形態形成過程,とりわけ細胞選別のプ
 ロセスにきわめて重要であることを明らかにしている。次いで,細胞の安定なマーカー遺伝子と分化マー
 カ～遺伝子を合わせ持つ2重形質転換細胞を使用することにより,細胞周期上の増殖/分化の分岐点
 (PS点)の直前で飢餓処理された細胞はやがて予定胞子細胞に,一方,PS点の直後に飢餓処理された細
 胞は予定柄細胞に分化することが示され,これにより細胞周期と細胞分化との明確な一対一の因果関係が
 実証された。これらはいずれも,非常に精度が高くまたエレガントな方法を用いて明らかにされたもので
 ある。
 形態形成期における細胞周期の進行に関しては,細胞数の経時的計測から,細胞集合塊の形成以降に一
 部の細胞において細胞周期の進行があることがわかり,この細胞周期進行と予定胞子細胞の分化との間に
 密接な相関があることが明らかにされた。事実,形態形成期での細胞周期の進行を人為的に阻害してやる
 と,予定胞子細胞の分化が著しく阻害されることが示された。このことは,予定胞子細胞の分化には細胞
 周期を進行させるようなシグナル刺激が必要であることを示すとともに,発生過程での正常な細胞選別現
 象を理解する上で大切な情報として重要視される。
 本論文によって示された事実は,多細胞生物の発生過程での細胞分化・パターン形成における細胞周期
 の重要性を新たにそして強く提示するものとして重要であり,本人が自立して研究活動を行うに必要な高
 度の研究能力と学識を有することを示している。したがって,荒木剛提出の論文は,博士(理学)の学位
 論文として合格と認める。
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